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groups present  in HA  chains. The method described here present potential  to be applied  for  the 
preparation of HA‐based biomaterials with a defined form as the crosslinking reaction between HA 
and  the  crosslinker  takes  place  in  solid  phase.  Besides,  the  method  can  be  considered  an 
environmental‐friendly process as no organic solvents or potentially toxic substances were used. The 
esterification  reaction was  confirmed by  infrared  spectroscopy  and dynamic  scanning  calorimetry 
measurements.  The  loading  and  release  capabilities  of  the  hydrogels  were  evaluating  by  using 
methylene blue  (MB) as a model molecule. The hydrogels  showed a high affinity  for MB  showing 
loadings up to 0.35 mg MB per mg of hydrogel. Moreover, the hydrogels were capable of sustaining 






























biocompatible,  biodegradable,  nontoxic  and  non‐immunogenic  polymer  with  high  water  affinity 
(Highley, et al., 2016, Mero and Campisi, 2014, Tripodo, et al., 2015). Besides, the presence of multiple 













Alternative methods  for  the preparation of hydrogels, which  importantly avoid  the use of organic 
solvents  and  reagents  that  can  present  toxicity  problems  for  biological  applications,  have  been 
described during recent years. For example, Caló et al. developed hydrogels based on poly(methyl 
vinyl  ether‐alt‐maleic  anhydride)  and  poly(vinyl  alcohol),  which  were  facilely  crosslinked  in  the 
absence of organic solvents (Calo, et al., 2016b). In this work, an autoclave process was employed to 
yield crosslinked and sterile hydrogels (Calo, et al., 2016b). Alternatively, Donnelly et al. developed 
microneedle  arrays  based  on  hydrogel materials which were  crosslinked  in  their  solid  state  by  a 
thermal process (Donnelly, et al., 2012b). In addition, microwave radiation has shown potential for 
the preparation of hydrogels in aqueous solutions (Cook, et al., 2012) or in solid state (Larrañeta, et 















The  combination  of  novel,  environmentally‐friendly  and  readily  scalable  hydrogel  preparation 
methods with  a  natural  and widely  available material  such  as HA  presents  exciting  potential  for 
application  in  the biomedical  field.  In  the present work, we describe  the preparation of HA‐based 
hydrogels crosslinked with poly(methyl vinyl ether‐alt‐maleic acid) by thermal‐ and microwave‐based 
processes  as  promising  candidate wound  care,  drug  delivery  and medical materials.  Synthesised 
hydrogels were characterized and evaluated as drug delivery systems using methylene blue as a model 
drug.  In  addition,  the materials were  successfully  used  to  produce microneedle  (MN)  arrays  for 








Japan). Methylene blue  (MB) was purchased  from Sigma–Aldrich  (Steinheim, Germany). Poly(vinyl 
chloride) (PVC) sheets (unplasticised) with a thickness of 0.2 mm were obtained from Goodfellow Ltd 























following  the  same process.  Instead of placing  the  films  in a  convection oven  for  the  crosslinking 
process, they were placed in the middle of the oven cavity in a Panasonic NN‐CF778S microwave oven 






5H0.5G  5  0.5  94.5 
5H1G  5  1  94 
5H3G  5  3  92 







and  weighed  as  mt  (hydrogels).  The  percentage  swelling,  was  calculated,  respectively,  by  using 
Equation 1. 






Attenuated  total  reflectance  (ATR)‐Fourier  transform  infrared  (FTIR)  spectroscopy  was  used  to 








































































Osaka,  Japan).  Finally,  optical  coherence  tomography  (OCT)  images  of  the MN  arrays  inserted  in 
excised  neonatal  porcine  skin  were  obtained  using  an  OCT  VivoSight™  Topical Multi‐Beam  OCT 




























of  adherent  bacteria  on  each  sample  surface.  Percentage  reductions  in  the  number  of  adherent 














on  biomacromolecules  for  potential  pharmaceutical/medical  applications  is  explored.  For  this 




































This  is  due  to  a  weight  loss  of  the  sample.  These  hydrogels  present  small  GAN/HA  ratio  and, 



















difference  in GAN  concentrations.  Besides.  it  can  be  seen  that  5H1G  presented  a  small  swelling 
reductions after 30 min. This can be explained in the same way as described before. However, in this 





material.  Besides,  Figure  2B  shows  SEM  images  of  freeze  dried  5H1G  and  5H3G  after maximum 
swelling. The  images showed  than 5H1G present a more porous structure due  to  its higher water 
uptake, confirming what was seen in the swelling studies. 
It  is  important  to note  that  all hydrogels  showed  a  relatively  fast water uptake  as  the maximum 

































































Barnett,  1992).  5H3G  and  5H5G  showed  lower  fluid  uptake  at  lower  pHs  due  to  the  higher 






















shown  that,  in  certain  cases,  the  pH  of  the wounds  can  be  higher  than  9  (Shukla,  et  al.,  2007). 
Consequently, 5H1G could be a good candidate as a wound dressing. It presents high swelling capacity 
at lower pHs allowing the absorption of the wound exudate at the initial states of the healing process 
while  having  extra  capabilities  of  absorbing more  fluid  in  the  later  stages  of  the  healing  process 








GAN. The  carbonyl peak at around 1700  cm‐1  from  the acid groups  in GAN  is displaced at higher 
wavenumber when  combined with HA  in all  the mixtures. Moreover,  the  same behaviour  can be 
observed for the carbonyl peaks of the amide and the acid group in HA (1500 and ca. 1600 cm‐1). The 
displacement  to  higher  wavenumbers  could  be  explained  by  the  mixture  of  both  type  of 
macromolecular  chains.  In pure HA,  there  are non‐covalent  interactions, mainly hydrogen bonds, 
between  the  polysaccharide  chains  (Jia,  et  al.,  2015). When  combining GAN  and HA,  the HA‐HA 
interactions  are not  as  feasible  anymore. As both macromolecules  are mixed GAN  chains will be 


















Figure  3.  FTIR  spectra  of HA, GAN  and HA/GAN mixtures  before  crosslinking  (A).  FTIR  spectra  of 
HA/GAN hydrogels before and after crosslinking (B). Magnified areas of the original spectra can be 






crosslinked  films. There  is no appreciable difference between non‐crosslinked  films and hydrogels. 
However, by having a closer  look at the carbonyl region,  it  is noticeable that the GAN acid peak  is 
slightly broader now. The infrared carbonyl peaks for the carboxylic acids and esters are overlapping 







































(Tg) between 135 and 160ºC  (Figure 3E). For  the non crosslkined samples,  the Tg shifted  to higher 
values when the proportion of GAN in the samples increased (Figure 3E and 3F). This shows that the 
inclusion of GAN yields a more compact structure. On the other hand, after the crosslinking process 
an  increase of  the  Tg of  the  samples  can be  seen.  This  suggest  that  the  esterification  reaction  is 


























up,  as  it  involves  only  a  thermal  treatment  of  a  solid  product  and  the  raw materials  have  been 
demonstrated to be safe and biocompatible. Additionally, the degradation products of HA backbone 













































conditions.  Consequently, MB  can  be  strongly  retained  inside  the  hydrogel  due  to  electrostatic 
interactions. As 5H3G contains more GAN in its structure than 5H1G, it is understandable that these 
hydrogels showed lower release of a positively charged molecule. Besides, the MB release curves from 















5H3G  24h:  9.9%).    This  suggest  a  strong  binding  of  the  drug  to  the  negatively  charged  hydrogel 
backbone. This behaviour has been described  in  the  literature before  for  the  release of positively 
charged  drugs  from  polymeric  matrices  containing  negative  charges  (Gustafson,  et  al.,  2015, 
Korogiannaki, et al., 2015). Consequently, due to its higher fluid uptake and better release properties, 
5H1G seems  to be  the most promising hydrogel  for wound dressing applications. These hydrogels 
could potentially be loaded and applied to a patient in 1 hour.  












hydrogels  in  the  solid  state.  The method  is  simple  and  does  not  require  any  organic  solvent  or 
potentially  toxic  reaction  initiators.  However,  the  crosslinking  time  is  long  and  it  requires 
temperatures of 80ºC over 24 hours. This is acceptable at laboratory scale but it is a limiting factor if 
the material should be prepared at an industrial scale. In order to obtain HA/GAN hydrogels using a 




























































and  consequently  this  can  influence  the  release  process. On  the  other  hand,  5H3G MW‐treated 
hydrogels showed similar MB release profiles to their oven‐treated counterparts (Figure 5F and 5G). 
This  is an  interesting point as the MW‐treated hydrogels presented slightly higher  loading capacity 










process  and  the  resulting batches were  small.  For  a more  complete  control over  the  crosslinking 





































MN  insertion  into  excised  neonatal  porcine  skin.  These  results  shows  that  the  insertion  depth  is 
strongly dependant on the application force. The insertion was not successful when the application 


















The  ability  of HA/GAN  hydrogels  to  be  crosslinked  in  the  solid  state  opens  up  a wide  variety  of 
applications  for  this  type  of materials  as  they  can  potentially  be  crosslinked  in  different  shapes. 
Hydrogels present really interesting properties in medicine and the pharmaceutical sciences and the 











Clinical utility of many biomaterials  is ultimately  limited by their  inherent susceptibility to bacterial 
colonisation  (Zimmerli  and  Trampuz,  2013).  Surface‐adhered  bacteria  form  biofilm  communities 
which demonstrate significant resistance to host immune responses and administered antimicrobial 
therapies,  and  consequently  serve  as  reservoirs  for  pathogenic  infections  (Hall  and Mah,  2017). 
















resistance  of  the  5H1G  and  5H3G  hydrogels  to  adherence  of  the  Gram‐positive  pathogen, 
Staphylococcus aureus, a leading cause of medical device‐associated infections (Tong, et al., 2015) and 
Proteus mirabilis,  a  Gram‐negative  pathogen  responsible  for  the majority  of  catheter‐associated 
































has previously demonstrated efficacy  in  reducing adherence of bacteria  to  cellular and polymeric 
substrates  through  proposed  mechanisms  involving  interference  with  bacterial  ligand‐surface 
receptor site interactions and shielding of underlying substrates by hydration layers formed through 
polysaccharide‐water interactions (Cassinelli, et al., 2000, Morra and Cassineli, 1999, Romanò, et al., 
2017).  With  regards  to  the  antimicrobial  activity  of  the  GAN  crosslinking  agent,  biodegradable 
microneedles prepared from GAN AN 169 BF have previously demonstrated efficacy  in  inhibiting  in 









A  bacteriostatic  effect  of  HA  against  planktonic  bacterial  pathogens,  including  Pseudomonas 
aeruginosa, S. aureus and Escherichia coli has previously been reported, with the resultant activity 
highly variable between individual strains and dependent on HA concentration and molecular weight 
(Ardizzoni, et  al., 2011, Pirnazar, et  al., 1999). The pronounced  activity of  the HA/GAN hydrogels 
against planktonic pathogens observed herein may play an important role in protecting surfaces from 
contamination in consideration of the “race to the surface” between host and bacterial cells following 
device  implantation  (Gristina,  1987).  Furthermore,  the  drug  release  capabilities  of  the  HA/GAN 

















require  the  use  of  any  type  of  organic  solvent  and  the  only  by‐product  generated  after  the 
esterification reaction is water. Consequently, it can be considered a green process. Besides, it can be 





to ultimately mitigate  the  impact of device‐associated  infections. These properties make HA/GAN 
hydrogels  ideal to be used as drug delivery devices or biomaterials, such as microneedle arrays for 
transdermal drug delivery, medicated wound dressings or anti‐infective coating for catheters. 
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